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L-Selectin-Kontrastmittel 

Die Erfindutig li^t auf dem Gebiet der Kontrastmittel zur bildgd)aiden Diagnostik 
5 und beschieibt neue Kontrastmittel zur Darstdlung von Lymphknotenverandeningen 
und oitzundlichoi Prozessai sowie von pathologischen Veranderungoi, die mit dec 
q)ezifischai Expression von endothelialen und/oder leukozytarovLiganden vetbunden 
sind. ' 

10 Unter oidc^dialai und leutozytarai linden woden im folgenden die Liganden in 
den Lymphknoten Sgp50^1yCAM-l, (Imai et al., 19»), CD34 (Baumhetcr et al., 
1993), MadCAM-1 (Berg et al.,- 1993), Sgp200 (Hemmerich et al., 1994), die 
Liganden auf Leukozyten PSGL-1 (Moore et al., 1992) und KGla-Iigand (Sackstdn 
et al., 199*^ sowie die L-Selectinliganden auf entzundeten vaskular«i Endotheiien 

15 (Zakrzewicz et al. , 1997; Girard und Springer, 1995) vostanden. 

AIs bildgdioide Verfidirm I^nnen die Kemspintomograirfiie, Ultrasdiallbildgebung, 
Bildgd>ung unter Verwmdung von R&itgenstrahlai (Ron^en oder 
Computertomographie), szintigraphische Bildgd)ung unter Verwendung von 
20 Radionukliden (Gammakamerabildgebung, SPECT, PET) und die Bildgebung mittels 
Nahinfrarotstrahlung (NIR-Strahlung) dienen. 

Lymphknptenveianderungen werden bisher mittels Bildgebung unter Verwendung von 
Rdntgenstrahlen (ComputertonK>graphie) aufgrund der Volumoizunahme diagnostiaert 
25 Oder in der Kemspintomognq>hie durch Gabe von Kontrastmitteln daigestellt, die von 
Makcophagenpopulationen des Lymphknotois unspezifisdi aufgenommen werd«i 

(Magnetite bzw. hochmolekulare gadoliniumhaltige K<»itrastmittel fur die 

Magnetresonanzbildgebung>. 

Entzundliche Prozesse werden bisher unspezifisch durch den Nachweis des erhohten 
30 Austiitts von Plasmaflussigkeit in das entzundete Gewebe direkt oder unter 

assistietender Kontrastmittdgabe dargestellt. Altemativ kSnnen derartige Prozesse 
auch durch Leukozyt»ipop\iIationen diagnostiziert werden, die vorho- mit gedgneten 

4 
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Signaknolekulen in vitro oder in vivo markiert wurden. Als SignalniOlekule dienen 
dafoei ^[)ezifische lactionuklidmarlderte Antikdiper gegeii 
LeukozytenoberftSchenantigene oder Magnetite, die von bestimmtm 
Leukozytenpqpulationen in vitraphagoz^ 
S AUe (fiese Verfahm versuchm, LyinphknotafiveiandeningeA und entzundliche 
Prozesse indirekt darzustellen. 

Ztim gegenwartigen Zei^unkt existiert kdn nachweislich fiinktionierender direkter und 
spezifischer Nachweis von Lymphknotoiveranderungen und entzundlichra Prozessen 
sowie von pathologischm Verandexungen, die mit der spezifischen Expression von 
10 endotheliaien liganden varbunden siiid, mittels biidgebend v Diagnostik. 



Die Intemationale Patentanmeldung WO 93/06835 beschrdt^t ein Adhasionsmolekul 
auf Leukos^ften, sogenanntes L-Selectin, und gibt bereits Hinweise auf dessm 
Verwendung zur Darstellung von eiitzundlichen Prozessen. Insbesondere wird die 
Siruktur der cDNA-Nukleotidsequenz dieses Molekuls und der entsprechenden 
Aminosauresequenz offenbart. Es wird yorgeschlagen, dieses Protein als 
Konfir^tmittel zur Darstellung von entzundlichen Prozessm zu benutzi^, indem man 
das Protein mit Radionuklidm oder paramagii^schen Siibstanzen markiert^ Eine 
detaillierte Beschreibung der Herstellung derartiger Kontrastmittel fehlt allerdings. Es 
^bt Iffiine Hinweise darauf » wie die Markierimg der Proteine erfolgm soil, und auch 
teine Bdspiele dafur, daB die markierten Protdne tatsachlich in vivo den gewunschten 
Effekt zeigen. 

Es-besteht nach wie vor ein grofier Bedarf an spezifischen Kontrastmitteln fur die 
25 Darstellung von LymphknotenveranderungCT oder entzundlichen Prozessen sowie ein 
Bedarf an q)ezifischen Mitteln zur Darstellung von pathologischm Veranderungen^ 
wetche mit der spezifischen Expression von endotheliaien Liganden verbunden sind. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, diese spezifischen Kontrastmittel 
30 sowie Verfahren zu deren Herstellung bereitzustellen. 




15 



20 
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Diese Aufgabe wiid mit den neuen Kontrastmitteln und den Veifahren zu deien 
Herstellung geldst. 

Die neuen Kontxastmittel enthalten dnen Rezeptor, z.B. Adhasionsmolekule wie das 
L-Sdectin-MolelcQl, in seiner biologisch konekten nlumlichen Ausriditung, so daB das 
Kontrastmittd spezifisch und selekdv an endotheliale liganden binden kann. 
Bidogisch koixekte Ausiichtung bedeutet, daB das N-terminale Proteinende mit der 
ligandaibindungsfiUiigai Lekfin^Domahe niach auBen, von der Zelle Oder von einem 
TiSger Oder der Signaldnheit weg zeigt, w31ir»id das C-temiinale Proteinoide der 
voUstSndigen oder dnCT vcrkiirzten Proteinsequaiz in die Zelle bzwr. nach innen zur 
Zelle Oder zu dnem Trager oder zu der Signaleinheit bin zeigt. Unter dem Begxiff 
Rez^tor wird eine molekiilaie Enheit verstanden, welche spezifisch ain die ob«i 
d^matea oidothelialen und leukozytaren Ligandon bindet. 

Besonders Obenaschend war die Erkenntnis, daB das Kontrastmittel dann besonders gut 
- an seine Zidstniktur bindet, wenn der Rezeptor als MuWmer vorUegt. Das bedeutet, 
daB das Kontrastmittel bevoizugt daiin an die endothdialen liganden bindet, wenn 
wenigstens zwei AdhaaonsmolekMe, z.B. zwei L-Selectin-Molddile, definiert und 
gerichtet an eine Signaldnheit gekc^ppelt sind. 

Die Erfindung betdift daher Kontrastmittel zur Darstellung von 
Lymphknotenveranderungen, von entzundUchen Pxozessen oder von pathologischen 
Vecinderungen, welcfae mit der spezifischen Expression von endothelialen Liganden 
verbunden sind, und welche dadurch gekennzeichnet sind, daB ein Rezeptor, dn 
Rezq»torfragment oder one Gmppt von Rez^torm fur ^ezifisch exprimierte 
oidotheliale und/oder ImkozytSre liganden in definierter Ausriditung an dne 
Signaleinheit gekoppelt sind. Der Rezeptor ist bevorzugt ein L-Sdectin-Molekul, dn 
L-Sdectin-Derivat oder dn Fragment von L-Sdectin. Die Signaldnhdten variieren je 
nach Verwendungszweck: fur die Kemspintomographie muB die Signaleinheit aus 
paramagnetischen oder supeiparamagnetischen Tdlchen bestehen, bevorzugt sind 
superparamagnetische Eisaioxidtdlchen. Fur diesen Verwendungszweck konnen auch 
Gadoliniumkomplexe oder sonstige paramagnetische Metallkomplexe verwendet 



wecdoi. Fur die Bildgebiing mittels Rdntgenstrahlen werden bevoizugt iodhaltige 
MoIekQle oda solche ihit Sdiwetmetallatomen vowendet. Fur die 
Ultraschallbildgd>ung werdoi stabilisierte GasblSschoi eingesetzt. In der 
Radiodiagnostik venvendet man Radionuklicte als Signaleinheit. SchlieBlich kdnnen 
s Nahin&axotfabstoffe als Sigiialdnheiten fur Kontrastmittel in der Nahinfiaxotdiagnostik 
eingesetzt werden. 

Die Multimeri^erung des Rezeptors kann auf rweierlei Wdse eifolgen. Eistafis 
kSnnot mdirere Rezeptoren (z.B. ]>Sdectin) definiett und ^chtet an eine 
10 Signai^nh^t gdooppelt werdoi. Zwdtms k&inoi bereits multimeriaerte Rez^ytoren 
(z.B. multimeres L-Selectin) an die Signaleinheit gda^ppdt weiden. 

a) Gericht^ Kopplung des Rezeptors an die Si^udeinheit 

IS Um eine gerichtete Kopplung monomwai L-Selectins an partikulare Trager zu 
ermd^chen, wurdoi Pxotdnformoi erstellt, die am C-Terminus mit einer Koppliings- 
gpippc vosdien sind, um so die korrekte riumliche Ausrichtung zu gewahrleisten 
CBei^^ 2). Eine Kopplungsstniktur, die die Anforderungen von hoher Afiinitit und 
geringer GxoBe optimal ecfOllt, ist der Polyhistidin-Tag (multi-His, z.B. bestehend aus 

20 4 Oder mehr Histidinmolek^len), der mit Ni- oder Co-komploder^ Chelatraen 0m 
folgenden vereinfacht Nickelchelator genannt) interagiert. 

Die gericht^ Kopplung kann erfolgoi, indem ein multi-His-getaggtes Selectin uber z. 
B. I«**-Ionen an einen ^^gneten Chelator gd>unden wird. Die Chdatoren werdoi 

25 dazu an die Signaleinhdt gekoppdt. 1st die Signaleinlidt ein forimagn^isches 
Nanopartikel, wie z.B. ein Dextianmagnetit, so erfolgt die Kopplung durdi Oxidation 
mit Natiumperiodat. Die Kopplungschemie basiert auf det Oxidation von Diolgnqypen, 
die in Caiboxydwctran vorliegen. Da dnartige Diolgrupp«i auch in Starke voruegcn, 
sind auch solche ferrimagnetischen Nanopartikel geeignet, deren Hullmaterialien aus 

30 Stirke, Carboxydextran oder vergleichbaren Materialien bestehen. Weiterhin konnen 
die Chelators an mit Dextran oder vergldlchbarai Hullmaterialien beschichtetrai 
niohtradioaktiven und radioaktiven Kolloidpartikehi gekoppelt woden. Die Chelator^A 
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kdnnen d)enfalls an kompakte oder gefullte oberflachenmodifizierte Polymerkugeln 
gekoppelt werden. Die Fullung Polymerkugeln kann aus einem Gas, einem 
idntgendichten Material, eina ladioaktiven Substanz oder Fluoreszenz£arbstDffen wie 
Z.B. NIR-Faibstoffen bestehen. Die Chelatoren konnen auch an Dendrimerstrukturen 
S gekoppelt weiden, die wiedemm mit fluoresneraiden Farbstoffen, rdntgendichten, 
paiamagnetischm, ferrimagnetischen Signaleinheiten oder mit gasgefuUtm 
oberflachmmodifiziertm polymeren Signalmolekulm dodert sind. 
Die an partikulare Trager (Nan(q)artikel, Kolloidpartitel, Polymerkugeln) gekoppeltm 
Chelatoren, welche die Bindimg an die multi-His-modifizierCT Rez^toren 

10 erm^lichien, konnm radioaktive Metalle oder Metallionen enthalten, die in der 
diagnostischen Bildgebung dn Signal gebm. 
" Die gerichtete Kopplung von Sdectinen kann weit^iin fiber andere molekulare 
Eigenschaften erreidit werden. So kdnnen beispielswdse die Signaleinheitai auf ihrer 
Oberflache oder an ihrer Struktur Streptavidin oder and^ Avidinvaiianten tragm und 

lis biotinylierte Sdectine binden und umgetehrt. An die Signaleinheiten kann auch ein 
selectinspezifischer Antikoiper gekoppelt werden, der auBerhalb des aktiven Zentrums 
des Selectins bindet, und somit dessen BindungslShigkeit nach Kopplung an die 
Signalpartikel nicht zerstdrt. Ein weiteres Ver£diren zur Herstellung der 
erfindungsgemaBen Kontrastmittel bestdit daher darin, daB der C-Terminus eines L- 

20 Selectin-Molekuls an dn Streptavidin-, Avidin- oder Biotinmolekul gdrappdt ist, die 
Signaleinheit ein Biotin-, Streptavidin- o^ Avidinmolekul enthalt, und die Kopplung 
durch die spezifische Bindung zwischen Streptavidin und Biotin bzw. Avidin und 
Biotin bdm Zusammengebra der L-Selectih-Molekule mit der Signaleinheit entsteht. 

25 b) Kopplung mit Hilfe multimexiderter Rezeptoren 

Eine zwdte MdgUchkdt, L-Sdectin-Molekule gerichtet an eine Signaleinhdt zu 
koppehi, ist, L-Sdectin-Chimaren zu verwendra (Bdspid 3). L-Sdecliii-Ig-Chimaren 

bestehen aus L-Selectin und Immunglobulindomanen; Dabd bestimmt die Art des 
30 verwmdeten Immunglobulinfragmentes (Ig) dral Multimerisi^wigsgrad der 

Chimaren: Ig der y-Klasse tragen 2 Fab-Fragmente, die gegen L-Selectm ausgetauscht 

wurden. Somit tragen L-Selectin-IgG-Chimaren 2 L-Sdectinfragmente pro Molekul. 
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Ig desr /t-Klasse tragen bi&zu 10 Fab-Fragmente, die gjegen L-Selectin ausgetauscht 
wuiden. Folglich tn^en die L-Srfectin-IgM-Chiiniien bis zu 10 L-Sdectinfragmente 
pro Molekul. D» Abstauid der Ugandenbindungszentren der L-Selectine in dai 
Chimarenuntereinheiten entspricht dem ursprunglich«i Abstand d« Fab-Fiagmcnte 

S und beti^t im allgemdneQ zwischen 1 und 8 nm, meist ca. S nm. 

Chimare Molekule krauien auch aus L-Selectin und weiteiai multimMisierenden 
PxcK^eit gebildet weiden. Da&Mannose4>inding-Proteui kann, bestdioid aus 4 
Unteieintieiten, somit mit 4 L-S«Blectin-Einheiteii dotiert weiden. Das cartilage 
oUgomecic matrix Prttdn (COMP, Tomschy et al. , 1996) wiederum besteht aus 5 

10 Uhtei^beitat, die N-tenninal mit dem C-terminalen ]^e des I>Sel . 

wei:den konnen. 

Die chimaien Molekule aus Selectin und dem Fc-Teil von Antikorpem Irannen 
entiiveder uber einen Antikdrper gegen den Fc-Tdl oder uber Protein A, Protdn L 
IS bzv. Protein G - bakleneUe Zellwandmolekule, die den Fc-Teil von Immunglobulinen 
bii^doi - g^oichtet (uiKi berdts multimedlsierti) an Partikelobeifiachen g^ 
iM^d^. Die Kopplimg von Protein G an die Oberflache v<mi Dextranmagnetiten wild 
ki Bdspiel 13 beschriebm. 

Alle obai genannten chimaim Molekule aus Selectin und einem Multimeiisiaungsteil 
20 konnen am C-terminalcn Ende weitere Modifikationen tragen, z.B. einen multi-His-tag 
(Bdspiel 4), an den wiederum Chelatoren binden konnen, die ihrerseits an 
Signsddnhdten gekoppelt sind, wie in Beispiel S beschrieben. 

2S Mit dem Rez^tor oder doi Rezeptorgnippen and verschiedoie Signalduihdten 
- veibunden, je nachdem, in wdchem diagnostischoi Verfehrwi das Kontrastmittel 
verwendet werden soil. 

Zum Bdspiel konnen jds Signaldnhdten fenrimagnetische Partikel (Magnetite, Ferrite, 
Cobaitforite u.a.) verwendet werden, die aus einem monokristallinen 
30 fecrimagnetischen Kern und aus einer Hulle bestdien (Bdspid 12 und 13). Die Hulle 
ist tovaient mit dem Kem veibunden oder umschlieBt den Kern vollstandig ohne 
diiekte chemische Bindung. Die HuIle kann aus Dextran, St3rke oder nieder- oder 
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hochmolekularen aliphatischen oder aromatischen Ketten bestehm. Die Hulle vearfugt 
entweder direkt fiber funkdonelle Gnij^n (Amino-, Carboxyl-, Thiolgruppen, o.a,), 
die zur weiteren Kc^plung verwendet werden Ironnm, oder fiber Gruppen, die nach 
chemischer Akdvierung zur weiteren Kopplung fiinktionalisiert werdra. Derartige 
5 Verbindungen sind z.B. in WO 92/12735, WO 92/22586, EP 0 186 616 und der US 
4,101,435 beschrieben. 

Es konnen auch Verbindungen verwmdet werden, die aus der Kom^jnation von 
ferrimagnetischafi Partikeki und daran kovalrat gekoppeitra Verbindungra bestdien, 
wobei die kovalrat gela)ppeltm Verbindungen mit fiinktionellen GruppCT versehen 
10 seih Imnnen oder dodeibare langertettige aliphatische Verbindungen enthalten kdnnoi. 

Als Signaleinheiteii konnen femer paramagiietische Metalle und Metallverbindungen 
eingesetzt werden (insbesondere Gadoliniumtomplexe). IBerbei wird das Metallatom 
von einem Chelator komplexiert, der daruber hinaus direkt oder fiber &nea Trager 
15 vermittelt weitere funktionelle Gruppen (Amino-, Carboxyl-, Thiolgruppen, o.a.) 
aufwdst, die zur weiteren Kopplung verwendet werden konnen. Der Chelator kann 
hierbei auch auf Dendrimeren dotiert sein (Beispiel 14), wie sie z.B. in DE 43 444 60 
beschrieben werden. 

Die genannten Anforderungen werden auch von Verbindungen erfullt, die aus der 
M Kombination von Chelator und einem weiteren Element bestehen, das seinerseits 

funktionelle Gruppen aufwdst, die zur weiterai Kopplung verwendet werdra l^nnen. 
ErfindungsgemaB konnen als solches Element dotierbare Dendrimere, dotierbare 
langerkettige aliphatische Verbindungen oder dotierbare Partikel mit einem 
Durchmesser von 4-200 nm, bestehend aus Magnetitm, Polystyren, Dextran, Starke 
25 usw. v^wendet werd». 

Als Signaleinhdten konnen rontgendichte MolekOle (z.B> lod-Verbindungen), Metalle, 
Metallverbindungm und KoUoide (z.B. Iralloidale Goldpartikel, siehe Bdspid 6, 7 
bzw. 11) eingesetzt werden. Hierbd werden die Rezeptoren oder Rezeptorgruppen mit 
30 den rontgendichten Substanzen in Analogie zum oben genannten direkt oder indirekt 
verbunden. So werden iodhaltige Verbindungen mit Kopplungsgruppen eingesetzt, an 
die Chelatoren zur Bindung von multi-His-L-Selectinen oder Fc-bindende Substanzra 
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zur Bindung von L-Se!ectin<3uiharen geiSgsppcit wurden. Indirekt verbund«i bedeutet, 
daB die rontgendichten Molekult in Signaldnheiten dngelagert werden, wobei letztere 
mit doi Rez^toren oder R^eptorgruppen diiekt verbunden wodoi. 

5 AIs Stgnaldnheiten konnen ladioaktive Molekule, Metalle, Metallveibindungen und 
KoUoide (z.B. kolloidale ^•'Au- oder ^•'Au-Pairtikel, siehe Bei^iel 9 und 10 ) dienen, 
die in Analogie zum oben genannten an die Rezqptocen Oder Rez^toign^^ 

gd>unden weiden. 

10 AIs Signaleinheiten konnen fluoreszieraide Farb^jfife (z.B. NIR-Faibstoffe) 

vefwendet werden. Diese konnen entweder diiekt in Analogie zum oben genannten an 
die Rezeptorai oder Rez^torgrupp«i gekoppelt werden, odw indirekt mit diesen 
verbunden wetden (Beimel 17 und 18). So kSnnen die Faibstoffe in Dendrimere 
dotiot v/erdsxi, in kompakte odor hohle fiobstoffenthaltoide Polymopartikdn 

IS eingd)unden weiden Oder dixekt an Substanzoi (Protdn A, Piotdn L, Protein O oder 
speafische gegoi die Multimeriaerungsdomine ^dit^ Antikdrper) gekoppelt 
Mf&dea, die wiedoum an die Multimeiisieningsdonianai diimarer L-Selectinmolekule 
binden. Geeignete Farbstof&nolekule und d«ai H^teilung werden z.B. in WO 
96/17628 beschiieben. 

20 
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Beispiele 

Die nachfolgenden Beispiele ertautem die Erfindung. 



Beispiel 1: Kloniening imd Expression von LrSelectih 
5 Aus dor IgtlO cDNA Bank der hunumen Lymphomzdlinie R^^ dnKlon 
isoliert, der den gesamten kodi&imden Bereich von L-Selectin enthalt und von 5 
und 3 nicht translatierten Berdchen flankieit ist. Dieser wuide in den pCRII-Vdctor 
des TA-QoningSystemsl^ integriert Das daraus resultieiende Konstrukt wurde als 
LamTA4 bezdchnet und bildete die Grundlage fur die Herstellung der L-Selectin 

10 Konstrukfe. Dabei ergibt sich die Abkurzung zur Benennung (siehe auch die 

Internationale Patentanmeldung WO 93/06835) des L-Setectih Konstruktes aus dem 
dnklcmiertm SequmzabschnitL ''sL" stdit fur "soluble** L-Selectin , das d& Idslichen 
Fonn des Molekuls entspricht, wie sie im humanen Serum vorkommt Diese Form 
enthalt die Lectin-, die EGF und 2 SCR-Domanai. Dagegen fehlen dieser Form die 

15 cytoplasmatische und die transmembranare Domane, wobei bei der Konstruktion die 
physiologische Schnittstelle, an der sL-Selectin von dor Zelloberflache proteolytisch 
abgetxmnt wird» eingehalten wird. Das sL-Fragment wurde mittds PGR aus dem 
Ausgangskloii LamTA4 generiert und wieder in den Vektor pCRII des TA- 
CloningSystemsf* intpgriert. Dasrrekombinante sL-Sdectin wurde in einer 

20 glylmsylierten Form wie folgt heigestdlt. Der sL-Selectin Sequenzabschnitt wurde in 
den Vdctor pCR3. 1 des TA aoningSystems^ fur die Exptession in KS62-Zellen und 
in den Vektor pMPS V-HE fur die Expression in BHK-Zellen einldoniert. 
AnschlieBend wuidoi Klone isoliert und mittels Goiitidn (im Falle des pCR3. 1- 
Vektors) bzw. nach Kotransfdction mit Puromycin-resistenzvennittelnden Vektoren 

25 (im Falle des pMPS V-HE-Vekb>rs) sdekdert. Die Kulturubostinde von L-Selectin- 
sezemierendoi KS<S2-.bzw. BHK-Zdlen wurden mittels 

Immunaffinitatschromatographie uber CNBr aktivierte Sepharose-Matrix, an die der 

Antikdrper DR£G200' CKishimoto et al., 1990) gebunden wurde, gereinigt. Die 
Quantifizierung der Mengen von L-Selectin zur Bestimmung der Ausbeute erfolgte 

30 mittels EUSA unter Verwendung der Antikoiper DREG200 und DREG55 (Kishimoto 
etal., 1990). 
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Beispiel2: Kloniening und Expression von multi-His-LrSelectin 
tinter Vowendung eines paiftidl kompliBmaitSxen PCR-Pirimecs, d^ zusatzlich die 
Sequenz von sechs Histidinen (multi-His) tragt, wutde ausgehoid v<m dem 
Ijiqmingskion LainTA4 (siehe Bdspiel 1) dn L-Sdectin-Konstrukt mit C-terininaler 

5 Kopplungsgruppe genedert. Das sL-Selectiii-multi-His-Fragment (kodiert das Protein 
multi-His-L-S(^tin) wuzde in die Expiessionsvdctoren pCR 3.1 (bivitrogen) und 
unter Benicksichtigung des Leseiastas in SRa-GS-Seq (Berliec Lab., Inc.) und den 
Bat^o "naiis^ Vdctor pBBS 250 (Berlex Lab., Inc.) einldoniert BHK-ZeUen wurden 
mit midti-Ifis-sL-Sdecdn-Konstnikt unter Zugabe eines Genitidn- 

10 ies}stenzv»mittelnden Vektors transfizie^. E4 wiiiden Kl<Mie isolioct, die in die . . 

• Kulturiiberstande das Protein multi-His-L-Selecdn sezernieren. 
Zur Expression des multi-His-L-Selectins in Insektenzellen wurde das multi-His-sL- 
Selectin-K<mstrukt in den Baculo Transfer Vektors uberfuhrt und anschlieBoid in das 
vii^e Genom trafisfeciert. Mit diesen rekombinantoi Virai wutdoi Sf9-, High Five™ 
IS und Estigmena acrea-Zdloi infiziert Die rekombinanten Protdne wuiden, wie im 
Beispiel 1 besdiiid>en, mittds LnmunaffinitatschroniatogRvhie an DREG200 
gerdnigt. 

Beispiel 3: Herstellung und Expression von L-Selectln-Ig-Chimaren 
Die L-Sdectin-IgG-Chimarai, die pro Molekul 2 L-Sdectine tragen, wurden von 
folgenden Konstrukten ausgdiend hexgestellt: Maus-L-Sdcctin-Humane-IgG-Chimare 
(hlgG-mLS) im pCMVS-ExpressionsvdRlor (Watson et al., 1990), Ratten-L-Sdertin- 
Humane-IgG-Chimaie OiIgG-iLS) im pCDMS-ExpiessionsvdctQr (Tamatani et al. , 
19a3), Humane-L-Sdectin-Humane-IgG-Chimare OiIgG-hLS) im pGMV5- 
Expressionsvektor (Mebius und Watson, 1993). Immunglobuline der /i-Klasse tragen 
5 /i-globulinahnliche stemformig angeordnete MolekQle und somit 10 Fab-Fiagm«ite, 
die gegen L-Sdectin ausgetauscht wurdan. Somit tragen L-Sdectin-IgM-ChimSren 10 
L-Sdectin£ragmente pro MolekuL Ausgeheid von einem Konstrukt im pCDM8- 
ExpressionsvdEtor wurde die Maus-L-Selectin-Humane-IgM-Chimare hergestdlt (Maly 
30 etal., 1996). 

Die rdcombinanten Expresaonsvektor^wimien in E. coli amplifiziert, gerdnigt und 
anschliefiend in eukaryotische Zellen transfiziert. 



20 



25 
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Die tekombinanten Vektorcn der Maus-L-Sdectin-Humane- WCWmaren wurden in 
COS-7 und in CHO-Kl ZeUen mit einem Geniticin-resistoizvermittelnden Veklbr 

kotiansfiziert. StabU pioduzietende Hone b^^^^ 
wufdedascDNA-Fn«ment,dasfardasChiniaienprotc^^ mit 

5 RestriktionscndonuIdeasenaiKdemVektorpCD^ 

Vektor p<a>NA3 subldoniert l^t diesem Konstnikt wuiden HEi^ 

tiansfiriert und Klone isoUert. Die Auftdnigung der MgM-mLS.Chin«red erfolgtc 
mittds Immunaffinitatschromatogr^Me an MEL-14 (Bowen et al., 19W^^ 

Produkdon und Rdnigung der Chimaren wui^ 
10 Fangantikfiiperundanti-hlgG-PhosphatasealsDetekdohsant^ 
Die ^G-Chimaien (Hunian-. Ratten- und Msttis-L^ecto^ 
wuid«i dutch Kotransfektion mit dem Veklor pcDNA3 in stabfl produzierenden 
HEK293 und CHO-Kl ZeUen hergesleUt. Die Aufteinigung der hlgG-LS Chimaren 
erfolgte mittels Affinitatschromatographie an Protein G O^annada): Nach dem 
15 Auftragen des Kulturuberstandes auf die Saule. wurde die Matrix mit 20 mM 

Natiipmphosphat (pH 7,0) gewaschen. Huiert wurde mit 0,1 M Glydn (pH 2,5), die 
Huaie wurden mit gesattigter KaHP04-L6sung neutralisiert. 

BebpieM: HenrteUung und Expression von I^ectin.Ig-m«lti.His.^^ 
20 Vit Maus^L-Sctectin-Humane^IgG-Chimare (hIgG-mLS) im pCMV5- 

Expiessionsvdct0r (siehe Beimel 3) wurde unter Verwendung dnes partieU 
komplementaren PCR-Primers. der rusitzUch die Sequenz von sechs Histidinen 

(multi-His) tragi, urn eine am Fc-Fragment der ChimSie anse&ende C-te^ 
Histidin-Kopplungsgruppe veriSngert (siehe Bd^el 2) . Die Amplifflcati^^ 
25 und Transfektion des rekombinanten Expressionsvektors sowie die Isolierung von 
stabil produzierenden HEK293 Zellklonen erfolgte, ebehso wie die Produktion und 
Reinigung der multi-His-Chimaien in Analogie zu der im Beispiel 3 beschriebenen 
Prozedur. 
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Beispiel 5: Syntheae von radioaktiven Chelator-Sigiialeiiilieiteii und Kopplung 
▼on multi-His-LrSelecUiieii ab sdntigraphis^e Kontrastmittel 
U.a. and Caicein und Newport Green (Molecular Probes, Inc.) Nlckdionen 
komplexierende Chelatoren, die an multi-His-Proteine binden konnen. Daruber hinaus 

5 sind Calcdn und Newport Green iodierbar und konnen so als Signaleinheit zur 

szintigc!4>hischen Bildgebung eingesetzt weiden. Mit 1 nMol Newport Green wurden 
10 fd 0,2&M Phospha^uffer pH 6,5-7,5 (Ibdieningqhi£fer), der 0,2 mCi Na**^ 
enthidt,. sowie 5 m1 Chloramin T (8 mg/nd id IodierungqMi£fe^^ 
Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wuide durch Zugabe v<m 10 id NasSjOs (8 

10 mg/ml in lodierungqmffer) sowie von 100 id Nal (2 mg/ml in lodierungspuffer) 

beendet. AnschlieBend wurden 1 nMol L-Sdectin-IgQ-multi-His-C3iim5re (hergestellt 
nach Beispiel 4> und 1 lU SO mM NiAcetat (50 nMol) zum iodierten Newport Green 
hinzug«geben. Nach 20 minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Produkt 
(l^Sdcctin-IgG-multi-His-ChiniSre)-(Ni)-(Newport Green)-0"l) uber ane PDIO- 

15 Saule in Phoqdiatpuffer vcm den niedermolekularen Substanzen (Nidcelionai, 

ung^undoiem Newport Green sowie lodierungsreaktiven) gerdnigt. Der Eibalt der 
Biiidungs^igteit <ter iodierten L-Sdeetin-Chimare wurde auf Cryoschnitten mit 
anschlieBoider Mikroautoradiographie nachgewiesen. 




20 Bdsplel6: Sj^ntbese von kolloidalem Gold 

Fur einen 100 ml Ansatz wurden 80 ml aqua dest. und 50 id 20% HAuCl* vorgdegt 
und auf fiO^C erwarmt. Nach Zugabe einer Ldsung, die 4 ml 1% NaCitiat, 18 ml aqua 
dcsL sowie 80 1 % Tannin oithielt, wurde das Reakdonsgemisdi auf 95''C fur 10 
Infinuten criiitzt. Der Farbumsdilag der LSsung von gelb zu rot zeigt die ttldung der 

25 Kolloidtdlchen. Das Produkt wurde abgekOhlt und sterilfiltriert. Der Durchmesser der 
KoUoide betri^ 8-12 nm. 



Beispiel 7: Synthese von L^dectin-Ig-Chiniaren-Protein G-kolIoldalem Gold- 
Konstnifcten 

30 Zu 10 ml kolloidalem Gold (Herstellung siehe Beispiel 6) wurden 300 id Protein G (2 
mg/ml, in aqua dest) fur 1 Stimde bei Raumtemperatur g^d>en. Frdes^ in Losung 
vorfiegendes ungebundenes Protdn G wurde durch mehrfiiches Waschoi gegen Puffer 
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(10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaQ), mittels Zentrifugation bd 30.000 g liiit 
einem Soivall 80AT3-Rotbr abgetrennt. Die Protein G-Goldtolloide wurden in 300 id 
Puffer aiifgaiommen. Durch Tracermessungai konnte gezeigt werden, daB ca. 15 
Protein G-Moiekule auf einem 10 nm koUoidalem Goldpartikel gd>undai wuxden. 

5 Aiischliefiend wuiden die IgG-Setectinchunixan an diese Kcmstrukte gekoppelt 50 /ig 
Maus- Oder Ratten-L-Sdectin-igG-Oumare wurden zit je 300 |tl Protein G-koUoidales: 
Gold gegdien. Nach 1 Stunde Likubatioh ha. Raiuntemperatur konntien ca. 80^ % 
der eingesetzten Chimaimmenge an die Protdn G-Goldkolloide gd>unden werdoi. Die 
Bindungsfahigkeit der IgG-Selectinchimaroi-Protein G-Goldkolloid-Konstrukte an L- 

10 Selectinliganden wuxde an Gefiderschnittai pecq>herer Lymphknotoi und 
ansdiliefiender Silber3ibung gezeigt 



BeispielS: Wirknachweis mtt I/^ecUn-Ig-Chimar^ 
Konstruktoi 

15 NMRI-Mausen wurde je Tier 12 /tg Maus- bzw. lUtten^L-Sdectindiimaren-Protein G- 
Goldkolloid-Konstrukte (Herstellung sidie Beispid 7; Stofifoienge be2X>gen auf den Lr 
Selectinchimaraiantdl) bzw. als Kontrolle unbeladene Protein G*Goldkolloid- 
Konstnikte intravoios injizieart. Zu verschiedenen Zdtpunktdi wurden die peripheren 
Lymphknoten entnommen und in Gefnerschnitten mit nadifolgender SilberSibung 

20 analysiert Direkt nach dem "first pass" bis zu einem Zdtcaum von 30 Minuten nach 
Injektion konntrai im Falle der mit SetectindiimSxen-Konsmiktai bdiandelten Here 
GoldkoUoide an der luminalen Seite der hochendothelialen Venolen im Lymphknoten 
nachgewiesen werden. Tiere, die die Kontrollsubstanz eriiielten, zeigten keinerlei 
GoldkoUoide in doi Lymphknoten. 

25 

Beispiel9; Synthese von ISWAu-KoUoid-Fkvtein G-L-Selectiii-Ig-aiii^^ 
Konstrukten (als szintigraphisches Kontrastmitt^ 

100 iig der L-Selectin-Ig-ChimSren-Protdn G-Goldkolloid-Konstrukte (HersteUung 
siehe Beispiel 7) wurden in der Neutronoistrahlaktivieruhgsanlage des Kernreaktors 
30 BERII in aqua dest. bestrahlt, bis eine spezifische Aktivitat von 300 - 500 MBq /lOO 
/ig bezogen auf den L-Selectin-Antdl errdcht wurde. 
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BeispiellO: In-vivo-szintiffraphbche Messung nach Gabe von 12^-Newport 
Gr«en-L-Selectin-Koiitrastimttel bzw. 198Aii-KoU6id-Fkt>tein G-L-Selectiorle- 
ChimSren-Kontrastmittel 

Die Kaninch^i wurden mit Ketamin / Xylazin narkotisiert. Die Konstnikte gemaB 
5 Beispiel 9t mit einer spezifischen Akdvitat von 300 - 500 MBq /lOO fig, bezogen auf 
den L-Selecdn-Anteil wuidoi intiavends injiziert Mittds dynaniischer Messung im 
Minutentakt und absdilieBend mit einer statiscfaen Infessiing nach 30 Minuten wuiden 
die Tiere mit der Gamm^amera SP4HR (Elsdnt, jetzt General Electrics) imtersudit. 
Dabd wuiden vbr allem dieLymphknoteni untersucht Die Hete wuiden unter der 
10 KsanasL positiohieft, und d^e erste Untersuchui^ carfolgte \or der Gabe des 

Kontiastmittels. Im Anschiufi an die Ihjektion wuide das Ha zn voschiedoioi o.g. 
Z^tpunkten untersucht. Dabei wurdefur die Bildgebung mit '"Iod-Isot«q)«i &n APC 
3-KollimattH: und fur die Darstellung der *'*Au-Isotope ein APC 6-Kollimator 
verwendet. Lage, GioBe und lErsdieimuigsbild da dnzelnen Lymphknotoa wurden 
IS bestimmt 

Bdspiel 11: Ia-vivo-R6ntsenbadgd>mis nach Gabe von I^-Selectin-Ig-CliiinSreii- 
Protein G-GoldkoUoid-Kontrastmittel 

Die Ti^ (Mause) wurden mit 0.05 ml Ketamin/Rompun (2:1) i. p. narkotiaert 
2® Jewdls 2S fig d« L-Selectin-Ig-ChimarOT-Protdn G-<3oldfcolloide (hergestellt nach 

Bdspiel 7) bzw. Protein G-GoldkoIIoide (als Negativfcontrolle) wurden intravoios 
injinot. Nach 30 Minuten wurden die TiOc mit einem 7&ch zoom^gen 
Mainmogia^hoi CPicker) untersucht und die zervikalen und pqpUtealoi Lymphknoten 
bd 25 kV und 10 mAs Bestiahlung daigest^. Die Darstellung der 
^ Kontrastmittelaniddiefung in dm Lymphknoten eifolgte bei 45 kV und 4,5 mAs 
BestndUung. . . • 



Beispiell2: Sxnthese von partikularen Chelatbr-A'fognetiten und Kopplung von 
30 multi-His-LrSelecUn alsAfogn^resonanz-Kontrastmittei 

Kopplung von NTA (Nitiilotriessigsauie-Derivat; a-N-(Bis-Caiboxymethyl-lLysin) an 
Dextranmagnetite 
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Die Dextranmagnetite (US 4,101,435) wurden in wassriger Losung mit dnem 
31fiachen Teilchenubexschufi an Natriumperiodat (bezogen auf das Carboxydextran der 
DextraimagnedUiQlle) fur. 30 niin unter Ruhren im Dunkeln bei Raumtemperatur (RT) 
oxidiert. Anschliefiend wurde das Natriumporiodat quantitativ ijbet eine Gdfiltiation 
S abgetxennt. Die Dextranma^jBtite wurden in nio^hatpufifer (0. 1 M Phosidialpufifer 
pH 7.0) eluiert. AnsdilieBoid wurde NTA zu den oxidiertai Dextcanmagnedten 
iusaugeeAen und fur 2 h bd RT mta gel^endidiem Schiitteln im Dunkdn 
inkubiert. Dabei konnte NTA im t)berschufi an die Dextranmagnetite gekoppelt 
werden. Anschliefiend wurde 1/10 Volumen des Reduktionsmittels Dimethylboran 
10 (150 mM in HjO) huangegidben lind fur weitwe 2 h bei RT unter gelegentlichem 

Schiitteln im Dunkeln inkubiert. Der letzte Schritt wurde wiedediolt, gdblgt von einer 
bikubation bei 4*'C fiber Nacht. Die Abtrennung des ungd>undenai NTA vom an die 
Obecfl3che der Dextranmagnetite gebundenen NTA ecfolgte fiber Gd.- oder 
Ultrafiltration. Die Dextranmagnetite wurden in PBS oder in 0.1 M HEPES Qeweils 
15 pH 7.0-7.4) eluiert und durch die Zugabe von 5 mg/ml Carboxydextran 

(Endkonzmtration) stabilisiert. Die Partikel wurden steiilfiltriert, imd es wurde 
Natiiumazid in einer Endkonzoitration von 0. 1 % hinzugegd)en. AnschUefioid wurde 
da Eisengehalt der Suqiension sowie (tie mittiere TeilchengrSfie der Partikel 
bestimmt. 

20 Um die Kopplungseffizienz des NTA an die PartikdoberflSche zu fibeiprfifiBn, wurden 
die Dextranmagnetite zunSchst mit 10 mM EDTA in PBS oder 0,1 M HEPES fur 1 h 
bd RT unter gelegentlichem Schfittdn inkubiert AnscMieBend wurde das EDTA iSber 
Gel- Oder Ultrafiltration abgetrennt, und die Probe mit Co'*, Ni** odw verglddibaren 
zwdwertigen lonen inkubiert, die von dem Chdator komplexiert werden. 
25 Uberschfissige lonen wurden dann fiber Gd- oder Ultrafiltration von den Partikdn 
abgdrennt. Die Anzdil an auf der Partikdoberflache gd>undaien NTA-Moldcfiloi 
konnte duidi eine ICP-Messung der gd>undenen lonen bd Subtraktion der fonen, die 
an unmodifizierte Dextranmagnetite binden, ermittdt werden. 

Kopplung von multi-His-L-Sdectin an NTA-Dextranmagnetite 
30 Die NTA-tragenden Dextranmagnetite wurden zunachst mit Ni'*-Ionen (o. a. lonra) 
und dann mit multi-His-getaggten SdectinmolekQlen in PBS oder 0. 1 M HEPES mit 
0.2% Milch (zur Reduktion unspezifischer Bindungen) fur 10 min bd RT inkubiert 



Ung^undeoe Sdectinimolekule wiirden uber gedgnete Ultiafiltiationseiiiheiten odat 
fiber Nibgnetsttildi O^^Xi Biotec) bd angdegtem M^etfeid) abgetrennt 
Die reailtierendai Konttastmittel-Konstnikte wiirden in vitro auf ihre 
Bindungs^gkat z.B. im Gefirierschnitt peripherer Maus-Lymphknoten uberprOft und 
S kxmnten dann fur In-vivo-Exp«iinaite zur Bildg^ung eingesetzt werden. 

BdSpid 13: S^Hthcse von Finite G-l^fagm^iten und Kopphmg von L-SielectiD-le- 
OiiiniSren 

Kopplung von Protein G w Dextranmagnetite 
10 Die D^txanmagnetite wurdoi zuiSdi^ wie im oibigen Bdspiel beschrid)en, mit 
Natriumperiodat oxidiert. Uberschussiges Natxiumperiodat wurde fiber Gdfiltration 
abgetrennt, die Dractranmagnetite wutdoi in Natiiumazeta^mffer (100 mM 
Na^tttnazetsKtpuffer pH 3.9) eluiert. 

AnschlieBend wurde Protein G hinzu^boi und ffir 2 h bei RT im Dunkdn untet 
15 gd^efidichrai Sdifitteln inkubiert. Die Rpdukdon mit Dimethylboran erfolgte wie im 
obigen Bdspiel beschrid)en. Vor der Ldoibation, die fiber ^^icht stattifindet, wurde 
zusStzlich zur Stabiliaerung d& FsotikBl S. mg/ml Carboxydextran (Endtonzentradon) 
hin^gegeben. Die Abtrennung d^Hmgebundaieh Protein G erfolgte fiber 
Ultrafiltration. Die Partikel wurden stecilfiltriert, und es wurde Natriunuudd in eincr 
20 Endkonzentxation von 0. 1 % hinzugegeben. AnschlieBend wurde der Eisengehalt der 
Su^)ension sowie die Teilchengrofle der Partikel bestimmt. Die Kopplungseffizienz 
konnte ermittelt werdoi, indem dex Versuch in Anwesenh»t Ideinerer Men$ea an 
radioaktiv markiertem Proton G durchgefuhrt wurde . 

Kopplung von L-Selectin-Ig-Chim3rea 
25 AnschlieBend wurden die Protein G tragenden Dextranmagnetite mit den IgG- 

Selectinchimaren fur mindestais 2 h ba RT oder uber Nacht bei 4"C inkubiert. Die 
tpsu1ti f'i ^" d'p n Kontr?i5*'"'**«^^-T^""^kte wurden in vitro auf ihre Bindungsfahigkeit z. 

B. im Gefrierschnitt peripherer Maus-Lymphknoten fiberpruft und konnten dann fur 

In-vivo-Experimoite zur Bildg^ung dngesetzt wodoi. Bd ausrdchend magn^isdien 
30 Partitebi konntm zuvor die ungdjundenwi IgG-Selectinchimaroi fiber Magnets3ulai 

(Miltenyi Biotec) bei angelegtem Ma^^eld abgetramt werden. 



9l754d» 08lQBL8Br oeiOOLflB 





-17- 

Beispiel 14: Synthese von Dendrimer-Chelator-Signaleinheiteii und Koppliing von 
muIti-HiSrL-Selectiii 

Verwendet wuiden Metallchdator-tragoide Doidrimere DSM-64^NTA-G<1-DTPA 
(HersteUung siehe WO 99/32154), die als Signaldnh^t fur MR-BUdgebung bis zu 28 

s Gadolinium-DTPA-Komplexe enthidten. 10 fig der Dendrimere, mit einer 

Bindungsks^natSt von bb zu 30 miilti-His-Pibteiiien pro DoidrimiBr wuiden duxdi 
Ihkubation mit SO mM Nickdacetat nut Ni'Monen fOr 10 lifG^ 
Raumtemperatur bdaden und ub^ PDIO-Gdchromatographie von ungd>undenen Ni''^- 
lonen gerednigt. AnschlieBend wuide der Ansatz mit 7 mg multi-His-'gdaggten 

10 SelectinmolekQIen in 10 mM HEPES (p|I 7.4) fur 1 Stunde bei RT inkubiert 

Ungdnmdoie Selectinmoldcule wuiden fiber GelchiomatDgn^hie von den multi-His- 
L-Setectin-Dendiimeren abgdramt Der Beladungsgiad betrug duichsduiittlidi 10-15 
multi-His-LrSdecdne pro Doidrimer. 

Die ffindungsfahigkdt dieser Kontrastmittd-Konstrukte wurde in vitro im 
15 Gefirierschnitt an peripheren Maus-Lymphknotoi uberpruft, indem dieKomplexe nadi 
Inkubation auf dem Geftierschnitt mit dem nichtblockieraidai Antikorper LAMl-14 
(Mihekic et si. , 1994) und ansdiliefiender F§d>ung mit einem fluoieszieienden 
SdcundSrantikdrper detektiert wurden. 

20 BeispiellS: MR-Messung von Ex-vivo-Agar-Fhantomen 

Die L-Sdectin-Ig-Chini3ren^Piotdn G-Magnetit-Kbnstrukte Oieigestdlt nadi Beispid 
13) wurden Tioen (Mausen, Ratten, Kaninchoi) intravoiOs injizieit. Zu voifaer 
festgd^ten ZdQ>unk^ (z.B. 5 Minuten, 0,5 Stundoi, 1 Stunde) wurden die Tiere 
getdt^ (durdi IhjektiQn einer Ubodosis Naricosemittds), und versdiiedoie (%gane 

25 (Lymphknoten, Milz, Ldier) wurden oitnommai und gewogen. 

Beiqnd In-vivo-Gabe: 4 Here (NMRI, Sdiering SPF, 18 - 22 g, wdbl.) 
Narkose: 0.05 ml Ketamin/Rompun Q:l) i. p. 
Maus 1 u. 2: Kontrolltiere 

Maus 3: erhidt ca. 443 C 24.2 ng) id DDM128N-Protein G i. v. (V. caudalis) als 
30 Kontrolle. 

Maus 4: erfaidt ca. 525 (' 24.3 /tg) fl DDM128N-Protein G-Maus-L-Sdectin-Ig- 
ChimSren i. v. (V. caudalis) 
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I^h S Kfinutrai wuitteii die poipherai Lymphknoten (iiigiiinal» iliacaii zovikal, 
popUteal, aiqaQ, on Stuck dor Ld>er uiMl der Mib enmomm 
Vcttboeitung des Agar-niantoms: Anfertigung eines Agar-Fhantoms: 2 % Agar- 
Ldsung (fur Mikiobiologie) mit 0,OSinM Magnevist**. Agar wurde in der Mikcowielle 

s extiitzt (Mnstellungen: qick digest: power 70 - 80 %, £an speed 100, time 10 min; 
piessttxe 10) bis <tie Ldsung klar war und die Luftblasoi verschwunden waren. Die 
enUe Sdudit (ca. 1-2 cm) wurde in ein rediteddges Plastil^efiUi eing^ullt, 
Abkfflilung furca. 30- 60 min bei Zimmeiten^aatur. Die Organe wuxden auf dam 
Agar angecudnet uiid mit dner 2. Schidit flusagem Agar uberschichtet Die 

10 Abkuhlung erifolgte bis zur AudiSrtung, danaeh wurde das niantom im Kfihlsdirank 
gd^ert. 

MR-Messung: Da&Phantom wurde mit verschiedenen Sequoizen gemessen. Zur 
Positionsbestimmung wurde eine Tl-gewichtete Sequoiz boiutzt (z. B. TR 400 / TE 
IS, Rare Factor ^ 2, Averages = 4, Matrix 256 x 256, SchichtdicI^ 3 mm). 

IS AnsdilieBaid wurde das niantom mittds Eisen (Magnetit)-sehsitiver Sequoizen 
verniessen (T2-gewichtet: TRTtB 2500/14, Rare Factor = 16, Averages = 4, 
Schiditdicke 3. mm. Matrix 2S6 x 256; Gradienten-Echo: TR/TE 400/15, Averages = 
4, Hqywinkel 30*). Fur die Auswotung mit Bildveiaibdtungsprogramm 
wuiden RCH's (legion&of intdest) auf die einzelnen Qigane gelegt, die 

20 Signalint»isit3.tai bestimmt und verglich^. 




Bds^el 16: In-vtvo-MR-Messung nach Gabe von LrSelectin-Maghdit- 
Konstrukten _ 

Die Heie.^^GUisen, RsMton, Kaninchoi) wurden narkotisiert (z. B. Ketamin / Xylaan) 
25 und die I^nstrukte nach Bdsinel 13 wurden intravenos injizieit. Zu vorli« 

festgelegten Zdtpunkten (z.B. 5 Itfinuten, 1 Stunde, 4 Stunden) wurden die Here mit 
^ ftfognet-Resonanz-Tomographie untersudit. Dabei wurden vor allon die 
Lj^phknoten und oitzundete Areale untersucht. Die Tiere wurden im MR-Gerat 
positioniert und die erste Untersuchung orfolgte vor der Gabe des Kontrastmittels. Im 
30 AnsQhluB an die Injektion wiude das Tver zu v»schiedenen o.g. Zeiq)unkten mit 
verschiedenen Sequenzen unt»sucht. Zur Positionsbestimmung wurde dne Tl- 
gewichtete Sequenz benutzt (z. B. TR 400 / TE 15, Rare Factor = 2, Averages = 4, 



51754a» O&O0.9W 08.(M19» 



-19- 

Matrix 256 x 256, Schichtdicke 3 min>. AnschlieBend wurden die Here mittels Eisen- 
sensidver Sequenzen dargesteUt (z. B. T2-gewichtet: TR/TE 2500/14, Rare Factor = 
16* Averages = 4, Schichtdicke 3 mm. Matrix 256 x 256; Gradienten-Echo; TR/TE 
400/15, Averages = 4, FUpwinkel 30"). Fur die Auswertung miteinem^ 
S Bildvecaib^tungspiQgiamm wurden ROFs (regions of interest) auf die einzdn^ 
Qfgane gel^, die Signalintensitatai bestimmt und verglidien. Lage, Gr5£e und 
Exschdnungsbild der dnzelnen Lymphknoten wurden bestimmt. 

Beispiel 17: Direkte und indirekte Kopplung von Nm-Farbstoffen an L-SelectiD- 
10 ](g-ChimSren 

l,l*-Ms-(4-suIfobu^)indotricarbocyanin-5-carbonsaure wird in Anl^ung an 
bdcannte Literaturverfahren durch Umsetrung mit 3-Aminoproi^H-butylcaxbamat, 
Freisetzung der Aminognqipe durch saore Spaltung mit Tcifluoressigsanre, in 
Aminqpiopyl]-bis-l , 1 •-(4-sulfobutyl)indotricaibocyanin-5-<arbonsaureamid 

15 iibergefmirt. Dieser, im folgenden als NIR-Faibstofif bezeichnet, wurde direkt mit den 
Maus- und Ratten-L-Selectin-Ig-Chimarai kovalent gekoppelt Die Kopplung eif<dgt 
uber dne Aminogruppe des-Farbstoffes an die oxidierte Chimare. D^abei erfolgte *e 
Oxidation mittels Natriumperiodat mit einem 31£au:hen Molekuluboschufi bezogoi auf 
die Stoffinenge der Chimire (100 /tg) fur 30 min unter Ruhren im Dunbdn bei 

20 Raumtemperatur (RT). AnschlieBend wurde das Natriumperiodat quantitativ uber eine 
Gdfiltration abgetrennt und die FarbstofSnkubation mit 50fochem Ubetschufi an MIR- 
Farbstofif angeschlossen. AnschlieBend wurde 1/10 Volumen des Redidctidssattttels 
Dimethylboran (150 mM in H^O) hinzugegeben und fur wdtere 2 h bei RT unter 
gelegentlichem Schutteln im Dunkdn inkubiot. Nicht gebundoier Farbstoff und 

25 Reduktionsmittel wurde durch Ultrafiltration in Phosphatpuffer (0. 1 M Phospha^uffer 
pH 7.0) abg^rennt. Die L-Selectin-Ig-Chimaren konnten mit je 2-5 NIR- 
Farbstoffoiolekulen bdaden werdoi, deren FluoreszenzquantenaudM»ite ba etwa 50% 
des Ausgangswertes lag. DiefiindungsWgkeit der NlR-JL^seiecQn-ig-Chimaieu 
wurde in vitro im GeMerschnitt an petq>heren Maus-Lymphknoten Oberpruft, indem 

30 die Lokalisation der NIR-fluoresaerwiden Komplexe nach Inkubadon direkt mittels 
NIR-CCD-Mikroskopkam^ gezeigt wurde. 
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Ba der indixekted Maxkieiuns wutde 15 ftg.Protdii G mittdS^Natriumpeciodat mit 
^em ^OSadam Moiek£iiQb«schuS bezogen auf die Stoffinenge an Pxdtdn G - wie fui: 
die diiiskie Nfeildenmg besdixiebM - oxidieit, zwisdiengetdnigt und mit SQ&diem 
UbeischuB an NIR-F^stoff Lil96 inkubiert. Redukdon mit Dimethylbosran und 
' 5 " anschlieBende Reinigung erfolgten wie oben beschridwn. Anschliefiend wuzdeil in 
einem Volumen von 100 ^1 in 10 mM HEPES (pH 7.4) 10 /tg der NIR-Protein G- 
Konjugat^ mit SqOimiolaien Stoffinengen an Maus- bzw. Ratten-^L-Selectin-Ig- 
Qumibai (<$Cr |ig) Ober I^ht bei 4*'C vers^zt Eine Abtr^ 
Aus^gskompoitienten vom sich gdnldeten L-Setectin-Ig-ChimSim-NIR-PEotein O- 
10 Komplet war ni(^t er^oideiirch, da sich dieser zu 90% g<d>iid^ hatte, tirid die 

veiblid>oiai 10% der ]>Selectin-^-C3iimarai die ffindung der Komplexe in vitro im 
Gefriarschnitt an pedphere Maus-Lymphknotoi kompedtiv nicht bdiinderten. 

Beispi^ 18: In-yivO-NIR-Messung nach Gabe von L-Selectin-NIR-Konstrakten 
1S>- Die Tiete (Miuse, Kaninchra) wurdoi narkotisiert (z. B. Ketamin / Xylazin), und die 
Konsttukle wuxden intrav^nos injiziert. NMRI-Miusen wurde je Tier 12 iig diiekt 
n^kierte Nm-Mau»-L-SelecQncliim§ren (siehe Beispiel 1*^ intravends injiziert. Eine 
Stunde nach der Xhjekdon kdnnten die peripheren zervikalen und poplitealen 
LjLmphknoten unter NlR-l4uoreszenz mit einer Nm-CCD-Kamera (RTE/Ca>-S 

20 \asitron Sx$tems GmbB^ direkt dargestellt wodoi. 
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Fatentanspruche 

1. Kontrastmittel zur DaistdUung von Lymphtaiotravera^^ 

Piozessen oder von pathologischen VerSndeningen, wekhe mit der spezifischoi 
S. Exinession von endothelialen und/oder leiikozytaien Ligandisn verbundoi sind, 

daduich gdramzddu^» dafi eaa Jteaeptor, an Rezq>torficagment oder dne Qmppc 
von Rexe^otea fur spedfisch exprunierte aidotfidiale Uganden in definierter 
Ausiichtung an eine SigiialeinfaeH gdcoppelt sind. 

2. kontiasitmittel gemSB Afispnidi 1, ^durch g e ke nn wa din ^ daB die definieite 

10 Ausrichtung d^ Rezeptors dadurch zustandd kommt, dafi das C-terminale Ende des 
Re^ptors an die Signaleinhdt gekoppelt wird, wahrend das die Bindungsdomane 
mthaltende N-terminale Ende des Rezqptors von der Signaldnhdt weg goicht^ 
ist. 

3. Kontiastmittel gemSB An^mich 1, daduidi gekennzddinet, dafi der Rezq?tor aiis 
IS mindestens 2 MolekOIot bestdit. 

4. Konttastanittd gemaS Anspruch 1, daduich gekennzeichnet, daft die mindestens 2 
Molekule dnoi Abstand am N-terminalen En^ von 1-8 nm zeigen, oder aber 
dnai Abstand aufweisen, der dem Abstand der N-terminaloi Endoi von chimaren 
Molekulen entspiechen, also z.B. Rraeptorwi die gegen die Fab-Fragmaite v«i 

20 Immunglobulingrundgerusten substitutiert wurden. 

5. KtHitcastmittei gemaB Anspruch 1, dadurch gdoennzdchnet, dafi der Rez^tpr ein 
I^-Selectin-Decivat isL 

6. I^tiastmittd gemift Anspnidi 1,^ dadurdi gek^mzeic^uiet, dafi der Rez^rtor L- 

Selectinist. 

25 7. Kontrastmittd gemSA Ans{«uch 1, dadurch gekennzdchnet, dafi der Rezq>tor one 
L-Selectin-Ig-Chimare ist. 

8. Kontrastmittel gemaft Anspruch I, dadurdi gekennzdchnet, dafi die Signaleihhdt 
ein'piMRaiHa g ne^hes Tett chen enthalt. ; ; 

9. Kontiastmittid gemift Anspruch 1, dadurch gekennzdchnet, dafi die Signaldnhdt 
30 ^ supexparamagnetisches TeUchoi enthalt. 

10. Kontrastmittel gemafi Anq;xruch 6, daduich gekouizdchnet, dafi die Sigrialdnheit 
ein supeiparamagnetisches Hsenoxidteilchoi ist. 
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11. Koritcastmittel gemiB Anspruch 1, daduich gekranzeichhet, dafi die S^gnaleuiheit 
ein mit Gas gefulltes Teilchen ist. 

12. Kontrastmittel gemiB Anspruch 1, dadurch gekmnzeichnet, dafi die Signaleinhdt 
ein paiamagn^isches Metallatom rathalt. 

S 13. Kontrastmittel granafi Anspnidi 1, dadutch gekomzeidmet; dafi die Signaleinheit 
ein Sdiwem^allion enthSlt. 

14. Kontrastmittel gemSfi Ansprudi 1, dadurch gekennwachnet, dafi die Signaleinheit 
ein iodhaltiges Molekul enthalt 

15. Kontrastmittel gemSfi Anspruch 1, dadurch gekomzeichn^, dafi die Signaleinheit 
10 ein Radionuklid enthalt 




16. Kontrastmittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekouizdchnet, dafi die Signaldnhdt 
ein Farbstoffinolekul oithilt, welches Nahinirarotstrahlung absoibiert 



17. Kmitrastmittel gemifi einem der AnsiMrOche 1 bis 16, dadurch geke nn zeichnet, dafi 
der Rez^tor mit l£lfe dner Kopplungsgruppe an die Signaldnheit gekoppdt ist. 
IS 18. Kontrastmittel gemifi Anspruch 14, dadurch gekomzeichn^ dafi die 
Kopplungsgruppe ein Polyhistidinrest ist. 

19. Verfahren zur Herstellung von Kontrastmitteln zur Darstellung von 
Lym^iknotenveranderungen, von entzundlichoi Prozessra oder von 
pathologischen Veranderungen, welche mit der spezifisdien Expression von 

20 oidothelialen und/oder leukozytSren Liganden veibunden sind, dadurdi 

gekennzeidinet, dafi dn multimerisierter Rez^tor, weldier an die endothelialen 
Liganden bindet, an eine Signaldnheit gekoppdt wird. 

20. Verfehren gemafi Anspruch 16, dadurch gdcMmzddmet, dafi der mtiltimeiisiertB 
Rezeptor eine L-Sdectin-Ig-Chimare ist. 

25 21 . Verfidirai zur Herstellung von Kontrastmittdn zur Darstellung von 
Lymphknotenvoanderungen, von entzundlichen Prozessen oder von 
pathologischen VeiSnderungai, wdche mit der spezifischen Expression von 
endothelial^) und/oder leukozytarm Linden veibunden sind, dadurcn 
gekennzddmet, dafi mdiiere Rezeptoren, wdche an die endothdialen Liganden 

30 binden, definiert und gerichtet mit Hilfe einer Kopplungsgruppe an eine 
Signaleinhdt gekoppdt werden. 



« 



22. Verfalireii gemaB Anspruch IS^ dadurch gekenitzeichnet^ daB d|ie Kcqiplungsgruppe 
dn Polyhistidinrest; isL 

23& Veifahren zur Herstdlung von Kontcastmitteln zur DaisteUuiig v<m 
Lymphknotenverandemngeiiy von entzundlichen Prozessen bder von 
S palholo^schen Ver3ndeniiigoi» wcddie mit der qiezifischen Expression v<m 
mdothelialra und/oder leukozj;t&eto ligahden verbunden sind, daduich 
getennzdchnet, dafi der C-Terminus eines L-Selecdn-Molekuls an ein 
Strq>tavidin-, Avidin* oder Biotmmolekul gekoppdt ist, die Signaldnheit ein 
Biotin^^ Sti^tavidin- oder Avidinmolddit enthalt, und die iQ>pplung dutch die 
10 ^eafische Bindiuig zwischen Stieptavidin und Biotin bzw. Avidin und Biotin beim 
Zusanimaigd>en der L-Selectin-Molekule mit da Signaldnhdt entsteht 

24. Verwendung von L-Selectin-Ig-Chimaren zur Heistellung von Kontrastmitteln fur 
die Darstellung von Lymphknotenverandoungen^ von mtzundlichm Prozessen 
Oder von pathologischen Verandeningen, welche mit der spezifischen Expression 
15 von endothelialen und/oder leukozytaren Liganden verbundai sind. 
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Zusammenfassung 

Die Erfinduiig blBtrim neue Kontxastmittel zur DarsteUung vioii 
Lympliknotenvexihdeningsn und entzQndlicheii Prozessen sowie von pathologischeii 
Vetanderungen, die mit der speofischeh Expression von endothdialen und/oder 
leukozytaren Liganden vabunden sind, sowie Vetfehren zu deren Herstdlung. 



